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プロテインキナーゼ間で類似するサブドメインから degenerate primer を設計し、モルモット好酸球から RT­
PCR により新規プロテインキナーゼ cDNA 断片をクローニングすることに成功した。さらに、この cDNA 断片をプ
ロープとしてモルモット肝臓 cDNA ライブラリーをスクリーニングし、 open reading frame を含む cDNA をクロー
ニングした。この新規プロテインキナーゼは、セリン/スレオニンキナーゼで保存されたキナーゼドメインをN末端
側に持ち、そのアミノ酸配列は出芽酵母の MAPKKKK (mitogen -activated protein kinase kinase kinase kinase) 
である STE20 と 40%程度の類似性を有していたため、 SLK (STE20一 like kinase) と命名した。遺伝子情報の少な
いモルモットでは、 SLK の機能解析を進めるのは困難だと判断し、モルモット SLK の cDNA の一部をプロープとし
てヒト SLK cDNA のクローニングを行った。その結果、ヒト SLK は N 末端側にキナーゼドメインを、 C末端側には
タンパク質の degradation に関与するといわれている PEST 配列や、タンパク質問の相互作用に関係しているといわ
れている coiled-coil 構造を形成する配列を有することが明らかとなった。また、 northern blot 解析や免疫組織化
学染色により、多くの組織において mRNA、タンパク質レベルの SLK の発現を確認することができた。さらに、 m
vitro kinase assay により、 SLK は人工基質である myelin basic protein やヒストンをリン酸化し、自己リン酸化も
行うキナーゼ分子として機能することが明らかとなった。
次に、 SLK が機能するシグナル伝達経路を探索した。 SLK はプロテインキナーゼの中でも、 STE20 やPAK (p2lｭ
activated kinase) など MAPKKKK として機能する分子と高い類似性を有していたことから、 MAPK cascade を制
御する分子ではなし、かと推測した。そこで、現在までに特に研究が進んでいる 3 つの MAPK cascade における SLK
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の関与について検討した。まず、 MAPK cascade を制御することが知られている低分子量G タンパク質が SLK の活
性を制御するのかどうかを調べた。しかし Ras、 Rac、 Cdc42 の 3 種類の活性化型低分子量G タンパク質により、
SLK のキナーゼ活性は変化しなかった。この結果より、 SLK はこれらの低分子量G タンパク質の下流で機能するキ
ナーゼではないことが示された。また、 COS- 7 細胞内で SLK を高発現させることによって、 ERK系、 JNK系、
p38 系の MAPK cascade を活性化させることができなかった。さらに、 MAPK cascade の下流に位置し、直接タン
パク質の発現を制御している転写因子も SLK の高発現によって活性化されなかった。したがって、 SLK はこれら 3
つの MAPK cascade の上流キナーゼとして機能する分子ではないと推測された。
ところで、最近 Xenopus で xPlkk 1 (Xenopus polo 一 like kinase kinase 1 )という分子が遺伝子クローニングさ
れた。驚いたことに、 xPlkk 1 とヒト SLK のアミノ酸配列は、キナーゼドメインで77.6%、全体でも 44.8% という
非常に高い類似性を有していた。同じ脊椎動物には属するものの、ヒトとアフリカツメガエルは進化上大きく離れた
存在である。にもかかわらずこのような高い類似性を示していることから、 SLK は xPlkk 1 のヒトカウンターパー
トではないかと推測した。 xPlkk 1 は Plk (polo -like kinase) をリン酸化し、活性化するキナーゼであるo そこで、
ヒト SLK もヒト Plk をリン酸化し、活性化するのかを検討した。その結果、 SLK は in vitro において Plk を直接リ
ン酸化し、キナーゼ活性を上昇させることや、細胞内に SLK を過剰発現させることにより、 Plk 活性が上昇するこ
とがわかった。また、 Plk が細胞周期の G2/M 期からM期にかけて機能するプロテインキナーゼであることから、
細胞周期と SLK の発現やキナーゼ・活性の相関について検討した。その結果、 SLK のキナーゼ活性は、 Plk の発現や
キナーゼ活性が上昇する時期にピークになることがわかった。以上のことから、 SLK は細胞周期の Ga/M 期からM
期にかけて、 Plk を直接リン酸化し、そのキナーゼ活性を上昇させる Plk の上流キナーゼであることが明らかとなっ
た。一方、 Plk は G~/M 期からM期の終期にかけて発現し、 Ga 期からM期への移行や、 M期からの脱出に関与する
ことが知られているo そこで;， SLK や SLK の mutant を細胞内で発現させることによって細胞周期に変化が起こる
のではないかと考え、 NIH/3 T 3 細胞を SLK により安定的形質転換させた。その結果、 SLK の kinase negative 
mutant を強制発現させた細胞で、多核化や巨核化といった細胞分裂に関係する異常が認められた。この現象を Plk
の分子作用機序と考え合わせると、 SLK の kinase negative mutant の高発現によって Plk が活性化できない状態に
陥り、 Gz/M 期の移行やM期脱出が出来なくなった結果であると推察された。





1 :ヒト SLK は、 N- 末端側にセリン/スレオニンキナーゼドメインで保存された部分を持っていた。 in vitro 
kinase assay では、 MBP やヒストンを基質としてリン酸化し、自己リン酸化活性も示した。また、 northern blot 
解析や免疫組織化学染色により、 SLK は幅広い組織において発現されていることを確認した。
2 : SLK は酵母の MAPKKKK である STE20 と類似性を有していたことから、 ERK、 JNK、 p38系の上位キナーゼ
として機能することが予想された。しかしSLK は、これら 3 つのMAPK cascadeを活性化しなかった。
3 :最近、 STE20 よりも SLK に対してはるかに高い類似性を有する Xenopus Plkk 1 がクローニングされた o
Xenopus Plkk 1 は Plk をリン酸化し、活性化するキナーゼであるo そこで、ヒト SLK もヒト Plk をリン酸化し活
性化するかどうかを検討したところ、(1) SLK は in vitro において Plk を直接リン酸化し、 Plk のキナーゼ活性を
上昇させること、 (2) 細胞内に SLK を過剰発現させることによって Plk のキナーゼ活性を上昇させることがわかっ
た。さらに、 (3) Plk は G2 期からM期への移行や、 M期からの脱出に関与している分子であることから、 SLK の




以上本研究で遺伝子クローニングした SLK は、細胞周期のG2 期からM期にかけて機能するキナーゼであるとい
う新しい知見を示すことができた。したがってこれら成果は、博士(薬学)の学位を授与するにふさわしいものと考
えるo
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